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ンパク質上に付加された Ubの Lys残基は、他の Ubの C末端 Gly残基との間でもイソペプチド結合に
よって連結するため、最終的に基質タンパク質上に Ub がいつくか連なったポリ Ub 鎖が形成される。





1つであるHECT型 E3は、C末端に HECTドメインを有し、E2～Ubチオエステル複合体から Ubを
一旦 HECTドメイン内の触媒システイン(Cys)残基に受け取り、その後に基質タンパク質に付加する特
徴的な酵素である。このHECT型E3の活性中心であるHECTドメインは、E2結合部位を有するN-lobe
領域、Ub結合部位を有する C-lobe領域、これら 2つの lobeを連結しているHinge loopから構成され
ている。 




(HS-AFM)を用いて、野生型 E6AP HECT ドメイン(E6APHECT_Wt)と Hinge loop のアミノ酸配列を
GSRN から PPPP へ置換したヒンジループ柔軟性阻害変異型 E6AP HECT ドメイン(E6APHECT_PPPP)
を観察し、Hinge loopの柔軟性の阻害が HECT ドメインの動態と Ub化活性に与える影響を明らかに
することを試みた。 
今回、高速 AFM を用いたリアルタイム観察により、E6APHECT_Wtの N-lobe の周りの C-lobe の動的
移動を初めて実証するとともに、E6APHECT_PPPPの液中における立体構造状態も明らかにした。さらに、
In vitro Ub 化分析から、E6APHECT_Wtと E6APHECT_PPPPの両方で Ub2が形成され、Ub2の形成効率に
HECTドメインのHinge loopの柔軟性が大きく関与していることも明らかにした。また、Ub変異体を
用いた Ub2鎖型特異性の検証から、Ub2鎖型特異性のために全長 E6AP の N 末端領域の重要性も実証
した。 
 
